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1. UVOD 
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Kombucha je tradicionalni fermentirani napitak s prošlošću starom nekoliko tisuća godina na 
dalekom istoku, smatra se da potječe iz Kine, a sada je sve popularniji diljem Europe, 
sjeverne Amerike i Sjeverne Afrike. Kombucha se tradicionalno proizvodi u mnogim 
zemljama, posebice u Rusiji i Ukrajini, fermentiranjem čajeva pomoću, u narodu zvane 
„čajne gljive“, koja se prenosi od kuće do kuće. U posljednje vrijeme se u razvijenim 
zemljama povećala zainteresiranost za ovim napitkom, što je prepoznala i prehrambena 
industrija, pa se u trgovinama zdrave hrane mogu naći komercijalni proizvodi novije 
generacije (Malbaša i sur., 2008). 
Kombucha je osvježavajući, blago gazirani napitak s okusom čaja ili soka u kojem je 
uzgajana. Tijekom fermentacije okus kombuche se mijenja od blago kiselog okusa s 
gaziranom aromom, no nakon dulje fermentacije okus ima izraženiju octenu notu (Sievers i 
sur., 1995).  
Istraživanja su pokazala da konzumiranje kombuche pozitivno utječe na probavni, intestinalni 
i endokrini sustav, te može pomoći ublažavanju tegoba kod arterioskleroze, ubrzati 
izlučivanje toksina i ublažiti dijabetes. Također može djelovati kao laksativ, a poznato je da 
olakšava simptome reumatizma zglobova, giht i tegobe s hemoroidima (Dufresne i 
Farnworth, 2000). Ljekoviti učinci konzumiranja kombuche mogu se povezati s gubitkom 
tjelesne mase, čak i izlječenjem raka i AIDS-a (Teoh i sur., 2004). Nedavno je dokazano da 
kombucha ima sposobnost vezanja slobodnih radikala i antioksidacijsku aktivnost (Jayabalan 
i sur., 2008; Malbaša i sur., 2011). 
Celuloza je najzastupljeniji biopolimer na svijetu, čineći oko 1,5 milijardi tona ukupne 
godišnje proizvodnje biomase. Bakterijska nanoceluloza (BNC) je visoko kristalinični glukozni 
polimer promjera vlakana manjeg od 100 nm, koju sintetizira bakterija Gluconacetobacter 
xylinus (prije Acetobacter xylinum) oksidativnom fermentacijom u kompleksnim ili kemijski 
definiranim podlogama (Chawla i sur., 2009). Ta mikrovlakna su poslagana u 3D mrežne 
strukture, pri čemu oblikuju mikrofibrile i time se stvara fibrilarna vrpca agregacijskim 
slaganjem jednog do drugog fibrila, koja rezultira visokom kristaliničnosti strukture (Czaja i 
sur., 2004). Sintetizirana BNC privlači sve više pažnje istraživača u području biomedicinskih 
znanosti zbog svoje jedinstvene strukture i svojstava. Karakteristike poput visoke vlačne 
čvrstoće, izrazito hidrofilne površine, homologne strukture s nativnim ekstracelularnim 
matriksom, jedinstvenom nanostrukturom i izvrsnom biorazgradivošću, čine BNC 
obećavajućim i poželjnim materijalom u prehrambenoj i biomedicinskoj primjeni. 
Čimbenici koji utječu na sintezu BNC većinom su sastav hranjive podloge, okolišni uvjeti i 
nastajanje sporednih produkata, većinom organskih kiselina (octena, glukonska i mliječna), 
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te etanola, tako da su u ovom radu ispitivani ključni čimbenici za sintezu BNC uzgojene u 
kokosovoj vodi tijekom 14 dana fermentacije.  
 
Tijekom fermentacije provedene pomoću kombuche u kokosovoj vodi praćeni su i određivani 
sljedeći parametri: 
- promjena pH vrijednosti 
- promjena koncentracije etanola, octene, glukonske i mliječne kiseline u aerobnim 
uvjetima uzgoja tijekom 14 dana fermentacije 
- prinos BNC sintetizirane u kokosovoj vodi 
- kinetika otpuštanja vode iz BNC 
- antimikrobna aktivnost fermentiranog napitka 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. TEORIJSKI DIO 
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2.1. Bakterijska nanoceluloza 
 
Celuloza je najprisutniji prirodni polimer na Zemlji. Prema procjeni, u cijelom svijetu se 
proizvodi 1014 t celulozne pulpe godišnje, naglašavajući ekonomsku važnost polimera (Lin i 
sur., 2014). Zbog prisutnosti drugih komponenti osim celuloze, različiti kemijski postupci koji 
upotrebljavaju jako zagađujuće kemijske proizvode, kao što su plinoviti klor, natrijeva lužina, 
ugljikov disulfid, ugljikov monoksid i ugljikov dioksid, često se moraju koristiti kako bi se 
dobila čista celuloza (Basta i El-Saied, 2009; Klemm i sur., 2011). 
Jang i sur. (2017) su usporedili produktivnost celuloze dobivene iz biljaka i 
mikroorganizmima kako bi se odredile prednosti proizvodnje celuloze iz mikroorganizama. U 
svojoj analizi su usporedili proizvodnju celuloze iz 1 hektara eukaliptusa sa srednjim 
godišnjim povećanjem (MAI) od 50 m3, pružajući osnovnu gustoću od 500 kg/m3; ovo je 
tvorilo MAI od 25 t/ha/godini. Tijekom 7 godina od sjetve do kultivacije, dajući oko 45% 
udjela celuloze, ovaj proces bi omogućio produktivnost od oko 80 t celuloze/ha. Autori su 
ustanovili da bi se ista proizvodnja mogla doseći s bakterijom do hipotetskog prinosa od 15 
g/L s 50 h kulture (prosjek od 0,3 g/h) u bioreaktoru od 500 m3 u približno 22 dana. Ova 
efikasnija metoda proizvodnje je također dala čistu i ekološki održivu BNC kao proizvod. 
Za razliku od celuloze iz biljaka, BNC se proizvodi u čistoj strukturi, bez lignina, hemiceluloze, 
pektina ili bilo kojeg drugog sastojka prisutnog u biljnoj pulpi i ne sadrži sastojke životinjskog 
podrijetla. Nadalje, ima bolja mehanička svojstva u usporedbi s biljnom celulozom (Fu i sur., 
2013). 
 
 
2.2. Biosinteza bakterijske nanoceluloze 
 
Anhidroglukozne jedinice i različiti fibrili bakterijske celuloze uzajamno djeluju jedni na druge 
stvarajući kristaličnu strukturu pomoću unutarnjih i vanjskih vodikovih veza, rezultirajući 
zbijanjem vlakana koja su potpuno netopljiva u vodi, ali mogu biti hidratizirana (Lynd i sur., 
2002; Conley i sur., 2016). Tanka nanovlakna imaju promjer 20-100 nm, s velikom 
površinom po volumenu (Slika 1), a ovo svojstvo, zajedno sa hidrofilnom prirodom BNC 
rezultira velikim kapacitetom apsorpcije vode, boljem prijanjanju i većem udjelu vlage (Fu i 
sur., 2013; Numata i sur., 2015a). Ta svojstva, zajedno sa specifičnim fizikalnim i 
mehaničkim svojstvima molekule, uključujući njenu netopljivost, brzu biorazgradivost, 
čvrstoću, elastičnost, izdrživost te netoksična i nealergena svojstva, čine BNC idealnu za 
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proizvodnju nekoliko proizvoda s visokom dodanom vrijednošću, poput umjetne kože koja se 
koristi kao privremena zamjena u liječenju opeklina i drugih kožnih ozljeda (Thompson i 
Hamilton, 2001; Rehim i sur., 2014; Cakar i sur., 2014). 
 
 
Slika 1. SEM fotografija i strukturni prikaz BNC nanovlakana (Conley i sur., 2016) 
 
BNC je izrazito kristalinični linearni polimer glukoze sintetiziran uglavnom pomoću bakterije 
Gluconacetobacter xylinus (prije zvana Acetobacter xylinum). Iako je proizvodnja BNC 
prvenstveno proučavana na G. xylinus, drugi mikroorganizmi također pokazuju sposobnost 
sintetiziranja ovog biopolimera, poput drugih vrsta bakterija Agrobacterium tumefaciens, 
Rhizobium spp., i gram pozitivnih Sarcina ventriculli (Tanskul i sur., 2013; Mohammadkazemi 
i sur., 2015). 
Bakterija G. xylinus je glavni mikrobni proizvođač BNC i postala je modelni organizam za 
proučavanje biosintetskih mehanizama proizvodnje BNC u bakterijama (Keshk, 2014). Kako 
bi proizvela nanocelulozu, G. xylinus gradi sloj nanofibrila sa gušćom bočnom površinom i 
želatinoznim slojem na suprotnoj strani (Kurosumi i sur., 2009; Cai i Kim, 2009). Biokemijski 
proces sinteze celuloze s G. xylinus sastoji se od tri glavna koraka: (i) polimerizacija 
glukoznih ostataka u β-1-4 glukan, (ii) ekstracelularno lučenje linearnih lanaca i (iii) 
organizacija i kristalizacija glukanskih lanaca vodikovim vezama i van der Waalsovim vezama 
poredanih u hijerarhijske trake (Slika 2). Time se sintetiziraju mikrofibrili celuloze (Klemm i 
sur., 2011). 
 
5 
 
 
 
Slika 2. Shematski prikaz kristaliničnih i amorfnih područja BNC (Zhou i Wu, 2012)  
 
Unatoč gore navedenim istraživanjima, metabolički put kroz koji mikroorganizmi reguliraju 
proizvodnju BNC nije do sada u potpunosti razjašnjen. Osim toga, još uvijek se traga za  
novim mikroorganizmima koji mogu proizvesti ovaj biopolimer. 
 
 
2.3. Biotehnološki pristup proizvodnji bakterijske nanoceluloze 
 
Sve je važnija proizvodnja ekološki prihvatljivih proizvoda, a u ovom kontekstu proizvodnja 
nanoceluloze mikrobnim putem. Proizvodnja BNC koristeći mikroorganizme je industrijski 
važna jer ti mikroorganizmi imaju brzo generacijsko vrijeme, postižu visoke prinose i 
dostupni su tijekom cijele godine (Santos-Ebinuma i sur., 2013).  
Postoje dvije glavne metode proizvodnje BNC: uzgojem u statičnoj kulturi, koji rezultira 
nakupljanjem debelog, želatinoznog BNC sloja na granici zraka i tekućine (Kuo i sur., 2015), 
ili u miješanoj kulturi, u kojoj je nanoceluloza sintetizirana na način da je raspršena u 
hranjivoj podlozi, tvoreći nepravilne pelete ili suspendirana vlakna (Krystynowicz i sur., 2002; 
Czaja i sur., 2004). Izbor između tih dvaju načina proizvodnje ovisi o krajnjoj primjeni BNC 
jer se morfološka, fizička i mehanička svojstva nastalih polimera razlikuju prema metodi 
uzgoja (Slika 3).  
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Slika 3. Izgled sintetizirane BNC uzgojene u statičkoj i miješanoj kulturi (Chawla i sur., 
2009) 
 
BNC sintetizirana kulturom koja je miješana ima nižu mehaničku čvrstoću u usporedbi s 
onom sintetiziranom u statičnom uzgoju. Osim toga, miješane kulture rezultiraju nižim 
prinosima nego statične kulture i imaju veću vjerojatnost mutacije mikroorganizama, što 
može utjecati na proizvodnju BNC. S druge strane, statične kulture zahtijevaju veću uzgojnu 
površinu  i duže vrijeme uzgoja (Slika 4) (Chawla i sur., 2009; Keshk, 2014; Cakar i sur., 
2014; Lee i sur., 2014; Jeon i sur., 2014; Tyagi i Suresh, 2015). 
 
 
Slika 4. Kinetika biosinteze nanofibrila BNC (Lee i sur., 2014) 
 
Nužno je dobro razmotriti sve parametre kada se određuju uvjeti potrebni za proizvodnju 
BNC. Isplativost hranjive podloge u obliku prinosa BNC je važan faktor i zato je nužno 
odrediti sadržaj i volumen hranjive podloge. Sastav hranjive podloge može izravno utjecati 
na ekonomsku isplativost biotehnološkog procesa i od kritične je važnosti za bilo koji 
bioproizvod, uključujući BNC (Ruka i sur., 2012; Lee i sur., 2014; Mohammadkazemi i sur., 
2015).   
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Hranjiva podloga mora sadržavati izvor ugljika, dušika i drugih makro- i mikronutrijenata 
potrebnih za rast mikroorganizama, poput fosfora, sumpora, natrija i magnezijevih soli 
(Krystynowicz i sur., 2002; Chawla i sur., 2009; Mohammadkazemi i sur., 2015).  
Proces sinteze celuloze je osjetljiv na kemijske agense i fizičke utjecaje sastojaka prisutnih 
tijekom njegove proizvodnje. Dakle, bez obzira na način proizvodnje, faktori kao što su 
prinos, morfologija, struktura i fizikalne osobine mogu ovisiti o korištenoj hranjivoj podlozi 
(Jung i sur., 2010). 
Hranjivu podlogu, koja se obično koristi za proizvodnju BNC, bez obzira koristi li se statična ili 
miješana kultura, prvi su put opisali Hestrin i Schramm (HS) (Schramm i Hestrin, 1954). Ova 
hranjiva podloga se sastoji od 2% glukoze (glavni izvor ugljika), 0.5% peptona, 0.5% 
ekstrakta kvasca, 0.27% bezvodnog dinatrijevog fosfata i 0.15% monohidrata limunske 
kiseline. Međutim, HS hranjiva podloga može povećati krajnju cijenu proizvodnje biopolimera 
i smatra se neisplativom za upotrebu u komercijalnoj proizvodnji BNC zbog svoje visoke 
cijene (Tyagi i Suresh, 2015; Huang i sur., 2016). Zbog toga su napravljena različita 
istraživanja tijekom zadnjih 10 godina kako bi se povećao prinos BNC na osnovi nekoliko 
parametra tijekom fermentacije, poput kontrole pH vrijednosti, alternativnih izvora ugljika, 
uključujući šećernu trsku, melasu, trulo voće, kao i uzgoj u u statičnoj i miješanoj kulturi 
(Chawla i sur., 2009). 
Gluconoacetobacter može koristiti nekoliko izvora ugljika za sintezu BNC. Glukoza se 
najčešće koristi jer je i izvor energije i idealni prekursor za dobivanje BNC tijekom procesa 
biosinteze. Međutim, prinos BNC može biti nizak zbog prisutnosti glukoza dehidrogenaze, 
koja pretvara glukozu u glukonsku kiselinu, time smanjujući pH hranjive podloge i 
potencijalno utječući na biosintezu BNC u staničnoj membrani G. xylinus (Kuo i sur., 2015). 
Uz temperaturu i pH, koncentracija otopljenog kisika u hranjivoj podlozi je važan faktor koji 
utječe na proizvodnju BNC. U statičnim kulturama, supstrat mora biti transportiran u 
potpunosti difuzijom, a budući da su izvori ugljika uglavnom dostupni, niska koncentracija 
kisika može postati limitirajući faktor za stanični metabolizam i može imati negativan utjecaj 
na proizvodnju i kvalitetu celuloze (Chawla i sur., 2009). Ruka i sur. (2012) su pronašli da se 
proizvodnja celuloze povećava kako se povećava površina i volumen hranjive podloge pri 
statičnom uzgoju, no ovaj povećani prinos rezultira povećanom cijenom i vremenom 
proizvodnje. 
Tijekom biosinteze BNC, ako hranjiva podloga sadrži različite sastojke, kao što su organski, 
anorganski ili polimerni materijali, te komponente mogu biti ugrađene u membrane BNC, 
čime dobivaju dodanu vrijednost. Postoje dva osnovna sintetska pristupa za tvorbu BNC 
matriksa smjese: in situ i ex situ. U in situ metodi, sporedni sastojci se mogu unijeti u 
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hranjivu podlogu BNC na početku biosintetskog postupka. U ex situ metodi, sporedni sastojci 
se mogu unijeti u BNC matriks metodom ubrizgavanja otopine (Erbas Kiziltas i sur., 2015a). 
Metoda uzgoja je također važan parametar koji bi se trebao detaljnije analizirati. Statična 
kultura je najčešće korištena metoda; međutim, mnogi bioreaktori sadržavaju spremnik za 
miješanje, obično miješanje zraka i modificirano miješanje zraka s pravokutnom žičanom 
mrežom (za smanjenje brzine). BNC dobiven iz tih tipova bioreaktora je nitast ili u obliku 
peleta (Kralisch i sur. 2010; Lee i sur. 2014; Wu i Li, 2015), a ova tehnologija može dati 
obećavajuće rezultate. Stoga su potrebna daljnja istraživanja kako bi se ispitala 
funkcionalnost BNC tijekom njezine biosinteze, što bi mogao biti ključni faktor za poticanje 
tržišnog širenja ovog biopolimera. 
 
 
2.4. Primjena bakterijske nanoceluloze 
 
S obzirom na svojstva BNC, uključujući njenu visoku čistoću, visoki stupanj kristliničnosti, 
visoku gustoću, zadržavanje dobrog oblika, visoku sposobnost vezanja vode i veću površinu 
u usporedbi s prirodnom celulozom, BNC može imati primjenu u različitim kontekstima, kao 
što su tekstilna industrija, netkana odjeća, papir, hrana, lijekovi, obrada otpada, (Wu i Liu, 
2012; Ashjaran i sur., 2013; Lin i Dufresne, 2014). Ta prepoznatljiva svojstva su ubrzala 
primjenu BNC u konstruiranju nekoliko različitih proizvoda, uključujući gume, membrane za 
slušalice, visoko učinkovite govorne membrane, visoko-kvalitetan papir, jastučiće za šminku, 
dijetnu hranu i tekstil (Shah i sur., 2013). 
Fragmentirana BNC ima potencijalnu primjenu u proizvodnji papira, posebice 
savitljivog/izdržljivog papira i papira s visokim udjelom punila, što je idealno za novčanice 
(Chawla i sur., 2009; Ashjaran i sur., 2013). Istražena je i njezina uporaba kao vezivnog 
sredstva u pravljenju papira (Basta i El-Saied, 2009). Mautner i sur. (2015) su pokazali da je 
nanopapir na bazi BNC prikladan za uske ultrafiltracijske operacije, dok su Li i sur. (2015) 
razvili jeftinu i ekološki prihvatljivi uređaj za očuvanje energije na bazi papira koristeći BNC – 
polipirol nanofibrile u kombinaciji s više slojeva ugljika. 
Kemijski čista celuloza može biti korištena u procesiranoj hrani kao stabilizirajući agens ili za 
potpomaganje geliranja i vezanja vode. Nadalje, BNC je vrsta dijetalnog vlakna i klasificirana 
je kao “generally recognized as safe” (GRAS) hrana, te je US Food and Drug Administration 
(FDA) 1992. godine izdao dopustnicu za prodaju BNC (Shi i sur., 2014). Prvo korištenje BNC 
u prehrambenoj industriji je bilo u “Nati de coco” na Filipinima, napravljenog od BNC gela i 
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tradicionalni je desert u jugoistočnoj Aziji (Chawla i sur., 2009; Shi i sur., 2014). Postoji 
mnogo vrsta Nata, ovisno o vrsti fermentiranog napitka, a najpoznatije su Nata de coco  i 
Nata de pina. Arome tih proizvoda su ovisne o sirovini hranjive podloge, pa se tako za Nata 
de coco koristi kokosova voda kao hranjiva podloga, dok se za Nata de Pina koristi ananasov 
sok (Shi i sur., 2014). 
 
 
2.4.1. Biomedicinska i farmaceutska primjena 
 
Zbog svoje jedinstvene 3D mrežaste strukture u nanoformi, BNC može služiti kao prirodni 
nosač materijala za regeneraciju različitih oblika tkiva (Fu i sur. 2013). Najuzbudljivije 
primjene ovih biomaterijala su u biomedicini, gdje je BNC korištena kao materijal za 
zacjeljivanje rana, umjetnu kožu, premosnice, nosač za konstrukciju tkiva, umjetne krvne 
žile, medicinske jastučiće i zubnu ispunu (Shah i sur., 2013). Mnoge prednosti BNC, 
uključujući njenu biokompatibilnost, usklađenost, elastičnost, transparentnost, sposobnost da 
održi vlažni okoliš oko rane te sposobnost da otpušta tekućinu kod opeklina, omogućava 
veliki potencijal za primjenu u liječenju rana (Chawla i sur., 2009). 
Osim unaprijeđenja postojećih svojstva BNC, složeni materijali su podarili BNC s novim 
svojstvima koje pokazuju tipični anorganski ili organski nanomaterijali, a ta svojstva uključuju 
antibakterijske učinke, optička, električna i magnetska svojstva te katalitičke i biomedicinske 
primjene (Hu i sur., 2014). Shah i sur. (2013) su istraživali primjenu BNC smjesa u 
biomedicinskim proizvodima, vodičima, električnim uređajima, izdvajanju i pročišćavanju 
proizvoda, te smjesa s velikom mehaničkom čvrstoćom za industrijsku primjenu. Povrh toga, 
Hu i sur. (2014) su razmotrili potencijalne prednosti i različite primjene funkcionalnih 
nanomaterijala na osnovi BNC, koncentrirajući se uglavnom na primjene kao senzora, 
fotokatalitičkih nanomaterijala, optoelektroničkih materijala i sprava, te magnetsko-osjetljivih 
membrana. 
Struktura BNC materijala se može prikazati od nano- do makro- veličine kontrolirajući proces 
biosinteze. Povrh toga, površinske modifikacije imaju ključnu ulogu u određivanju in vivo 
učinka materijala. Molina de Olyveria i sur. (2013) su proučavali tretman gama zračenjem 
kako bi se modificirala površinska svojstva BNC, povećavajući  njen potencijal za primjenu u 
biomedicini. Uzorci nisu pokazivali značajne razlike u termalnim svojstvima, međutim, veća 
gustoća pora je proizvedena u ozračenim uzorcima nego u neozračenim uzorcima, 
rezultirajući sporijom difuzijom nego onih kod neozračenih membrana. 
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BNC ima potencijalnu ulogu u farmaceutskoj industriji. Müller i sur. (2013) su istraživali 
primjenljivost BNC kao sustava za isporuku lijekova za proteine koristeći serum albumin kao 
modelni lijek. Pronašli su da su liofilizirani uzorci imali niži kapacitet održivosti albumina nego  
prirodni BNC, što bi se moglo objasniti promjenama u mreži niti tijekom procesa liofilizacije. 
Rajwade i sur. (2015) su nedavno izdali rad o primjeni BNC u biomedicini, poput nosača za 
konstrukciju tkiva, nosača za prijenos lijekova te materijala za liječenje rana. Numata i sur. 
(2015b) su istraživali kombinaciju BNC gela i amfofilnih kopolimernih nanočestica kao 
sustava za isporuku lijekova, a Cacicedo i sur. (2015) su stvorili hibridni sustav mikročestica 
koristeći BNC i stereospecifičnu nukleizaciju mezoporoznih hibridnih mikrosfera sastavljenih 
od CaCO3. Ovaj hibridni sustav bi se mogao potencijalno koristiti kao ugrađeni sustav za 
isporuku lijekova za personilizirane onkološke terapije. 
Enzimskom ili kiselinskom hidrolizom, BNC može tvoriti nanokristale celuloze (NCC), celulozne 
igličaste čestice s visokom kristaliničnosti i sa širinom 5 – 70 nm i visinom između 100 nm i 
nekoliko mikrometara. NCC također ima mnoge blagotvorne učinke, uključujući 
biokompatibilnost, biorazgradivost i manjak toksičnosti, čineći ju izvrsnim kandidatom za 
farmaceutske primjene (Akhlaghi i sur., 2013). 
Prema Basmaji i sur. (2014), korištenje BNC kao dio ekstracelularnog matriksa je sastavni dio 
nove  biotehnologije i jedinstvene biomedicine naznačena za liječenje i upravljanje kroničnih 
ozljeda, prijenos lijekova, konstrukciju tkiva i liječenje raka kože. Nadalje, ovaj materijal nudi 
opipljivo, učinkovito rješenje za ozbiljan medicinski i socijalni problem, potičući brzo liječenje 
u ozljedama uzrokovanim dijabetesom, opeklinama, čirevima donjih udova ili bilo koju drugu 
okolnost koja uključuje gubitak epidermalnog ili dermalnog tkiva. U ovom kontekstu, novi 
antimikrobni peptidi (AMP) i bakterijska nanoceluloza /poliheksanid bigvanid (PHMB), koji su 
proizvedeni simbiotskom kulturom između PHMB i hranjive podloge zelenog čaja, rezultiraju 
čistom 3D strukturom koja se sastoji od ultratanke mreže novih matriksa. Ovi 3D matriksi 
sadrže biocelulozu/PHMB nanofibrile (2 – 8 nm) koji su visoko hidratizirani (99 % po masi), 
imaju veliku molarnu masu i pokazuju dobru biokompatibilnost.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Cjelokupni tijek istraživanja 
  
 
 
Slika 5. Shematski prikaz cjelokupnog istraživanja  
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3.2. Materijali i metode rada 
3.2.1. Priprava kombuche 
  
Komercijalna starter kultura kombuche pripravljena je s „majčinskom tekućinom“ u zelenom 
čaju (Franck d.d., Hrvatska) uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 8 dana u 
aseptičnim uvjetima pri 28 ºC u termostatu. 
Uzgojena kombucha nacijepljena je u pasteriziranu 100 %-tnu kokosovu vodu proizvođača 
Galleria Internazionale d.o.o., Nizozemska. 
 
Tablica 1. Nutritivni sastav kokosove vode uporabljene u istraživanju za uzgoj kokulture 
 
Energija 90 kJ/21,5 kcal 
Proteini 0 
Ugljikohidrati 
od kojih šećeri 
5,2 g 
3,0 g 
Masti 
od kojih zasićene 
0 g 
0 g 
Vlakna 0 g 
Kalij 180 mg 
Magnezij 7,8 mg 
Mangan 0,3 mg 
Kalcij 15,9 mg 
Fosfor 5,8 mg 
Soli 0,03 mg 
 
Tablica 2. Koncentracije saharoze dodane u uzorke kokosovog mlijeka 
 
Oznaka uzorka γ saharoze (g/L) 
U1 40 
U2 60 
U3 80 
U4 100 
U5 120 
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3.2.2. Određivanje pH vrijednosti 
 
Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 14 dana fermentacije. Mjerenja su 
provedena nakon pažljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi 
došlo do oštećenja plutajuće celulozne biomase na površini uzorka. Mjerenja su provedena 
pomoću pH metra Hanna Industrial model HI 98103. 
 
3.2.3. Određivanje koncentracije octene kiseline 
 
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentirane kokosove vode i 20 
mL vode te je dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je 
otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave ljubičaste boje. Masena koncentracija octene kiseline 
(g/L) izračunata je prema izrazu: 
 
γ(CH3COOH) = V(NaOH) ∙ f(NaOH) ∙V(uzorka) ∙ 6      (1) 
gdje je: 
V(NaOH) = utrošeni volumen 0,1 M NaOH (mL) 
f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000) 
V(uzorka) = volumen uzorka (1 mL) 
 
3.2.4. Određivanje koncentracije glukonske kiseline 
 
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi 
fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave 
ljubičaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (mg/mL) izračunata je prema 
jednadžbi: 
 
γ(C6H12O7) = (V(NaOH) ∙ M(NaOH) ∙ 1,97) / V(uzorka)     (2) 
gdje je: 
V(NaOH) = utrošeni volumen 0,1 M NaOH (mL) 
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M) 
V(uzorka)  = volumen uzorka (mL) 
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3.2.5. Određivanje koncentracije mliječne kiseline 
 
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka fermentirane kokosove vode i 
dodano je nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M 
NaOH do prve pojave ljubičaste boje. Svaki mL 0,1 M NaOH ekvivalentan je 90,08 mg 
mliječne kiseline. Masena koncentracija mliječne kiseline (mg/mL) izračunata je prema 
jednadžbi: 
 
γ(CH3CH(OH)COOH) = (V(NaOH) ∙ M(NaOH) ∙ 90,08) / V(uzorka)   (3) 
 
gdje je: 
V(NaOH) = utrošeni volumen 0,1 M NaOH (mL) 
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M) 
V(uzorka) = volumen uzorka (mL) 
 
3.2.6. Određivanje alkohola kemijskom metodom 
 
Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima, tijekom previranja šećera do etanola i biooksidacije 
etanola do octene kiseline, određivan je kemijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji 
alkohola s kalijevim bikromatom (K2Cr2O7) u kiselom okolišu.  
Postupak: 
U odmjernu tikvicu od 50 mL stavljeno je 5 mL uzorka kokosove vode koji je razrijeđen s 
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos kokosove vode i vode je 1:10). Uzorak je 
prebačen u tikvicu kruškastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0,1 M NaOH. U Erlenmeyer 
tikvicu od 100 mL, u koju će se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL otopine kalijevog 
bikromata i 5 ml koncentrirane H2SO4. Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu 
kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashlađenoj vodi. 
Destilacija je morala biti polagana i postupna, a trajala je dok se sadržaj u tikvici za 
destilaciju nije smanjio na približno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao). Po završetku 
destilacije lula je isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer tikvicu u koju 
je uzorak predestiliran. Sadržaj tikvice je promućkan, začepljen gumenim čepom i ostavljen 
stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije, utrošen je jedan dio 
bikromata, dok je drugi ostao u suvišku. Nakon toga je sadržaj kvantitativno prebačen u 
Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radi 
razrjeđenja i 10 mL 20 %-tne otopine KI (radi određivanja preostale količine kalijevog 
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bikromata) i ostavljeno začepljeno 5 minuta. Tijekom tog perioda dolazi do oksido-
redukcijske reakcije između preostalog kalijevog bikromata i KI, gdje se krom se iz 
šesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI oksidira se u elementarni jod, zbog čega 
otopina dobije tamnu boju; elementarni jod se oslobađa u količini ekvivalentnoj kalijevom 
bikromatu. Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata 
(Na2S2O3), pri čemu dolazi do oksido-redukcijske reakcije između joda i natrijevog tiosulfata 
u kojoj se jod reducira, a tiosulfat oksidira. Kad je boja postala svjetlija, dodano je 5 mL 1 
%-tne otopine škroba i titrirano do pojave tirkizno-zelene boje. Koncentracija (vol %) 
alkohola je izračunata prema jednadžbi: 
 
alkohol (vol %) = (10 - 
a
6.9
) ∙ 2        (4) 
 
a = utrošak 0,1 M otopine Na2S2O3 (mL) 
 
3.2.7.  Izračunavanje prinosa celulozne biomase kombuche 
 
Nakon 14 dana fermentacije, plutajuće pelikule nanocelulozne biomase, koje su formirane na 
površini kokosove vode, pažljivo su izvađene iz staklenih posuda i oprane demineraliziranom 
vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao početnu vrijednost vode (Toda i sur., 
1991).  
 
Prinos celulozne biomase (Ycb) izračunat je prema formuli: 
 
Ycb (%) = 
(γ vlažne biomase nakon fermentacije−γ vlažnog inokuluma)
(γ izvora C na početku fermentacije) 
 ∙ 100  (5) 
 
 
3.2.8. Određivanje brzine otpuštanja vode (eng. Water-Release Rate; WRR) 
 
Za određivanje brzine otpuštanja vode iz novo sintetizirane BNC nakon 14 dana fermentacije 
u kokosovoj vodi, mase vlažnih uzoraka mjerene su kontinuiranim vaganjem u određenim 
vremenskim razmacima do konstantne mase tijekom 5 dana na sobnoj temperaturi. Uzorci 
su bili pohranjeni u Petrijevoj zdjelici, pokriveni filter papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati 
su prikazani grafički kao odnos mase otpuštene vode u određenom vremenskom periodu. 
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3.2.9. Određivanje antimikrobne aktivnosti  
 
Antimikrobna aktivnost inhibicijom rasta odabranih test mikroorganizama: bakterija vrsta 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium i kvasca 
Candida albicans  određivana je metodom radijalne difuzije.  
Kao testni mikroorganizmi korišteni su sojevi bakterijskih i kvaščevih kultura iz Zbirke 
mikroorganizama Laboratorija za opću mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica 
Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta u Zagrebu. 
Suspenzije stanica bakterija i kvasca (108/mL) nacijepljene su na hranjive podloge te im je u 
izbušene rupe u podlozi (visina 3 mm, promjer 4 mm) pipetom dodano 100 µL uzoraka 
fermentirane kokosove vode s dodanim različitim koncentracijama saharoze. Podloge su 
stavljene na inkubaciju 24 h pri 28 oC (kvasci) i 48 h pri 37 oC (bakterije). Tijekom inkubacije, 
istraživani uzorci su difundirali radijalno u agar tvoreći gradijent koncentracije i, ovisno o 
njihovim antimikrobnim djelovanjima, inhibirali rast mikroorganizma u okolini izbušenih rupa. 
Prozirna zona u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je 
osjetljivosti mikroorganizma prema napitku s antimikrobnim djelovanjem.  
Nakon toga su očitani rezultati istraživanja, pri čemu je zamjećivano postoji li zona inhibicije, 
je li područje zamućeno ili čisto, te su mjereni promjeri nastalih zona. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. REZULTATI I RASPRAVA 
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U ovom je radu proučavana fermentacija kokosove vode s kombuchom. Tijekom 14 dana 
aerobne fermentacije na sobnoj temperaturi, praćeni su različiti parametri: promjena pH 
vrijednosti fermentirane kokosove vode, kinetika nastajanja octene, glukonske i mliječne 
kiseline, te smanjenja koncentracije etanola, kao i kinetika sinteze bakterijske nanoceluloze, 
otpuštanja vode iz BNC i antimikrobno djelovanje fermentiranog napitka (Slike 6-15, Tablice  
3 i 4).  
 
4.1. Promjena pH vrijednosti 
 
Optimalna pH vrijednost za rast kvasaca iz roda Saccharomyces je od 4,3 do 4,8,  a bakterija 
iz roda Acetobacter između 5,4 i 6,3. Rast se odvija i pri nižim pH vrijednostima, od 4,0 do 
4,5, no minimalni rast je zabilježen pri pH 7,0 do 8,0 (Bergey i Holt, 1994). Rezultati dobiveni 
ovim istraživanjem ukazuju da su bakterije octene kiseline kao dio mikroflore kombuche 
sposobne rasti, proizvoditi organske kiseline i sintetizirati BNC čak i pri pH vrijednostima 
nižim od 3,0 (Slika 6).  
 
 
 
Slika 6. Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kokosove vode s kombuchom 
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Važno je napomenuti da se pH vrijednost tijekom uzgoja može sniziti zbog nakupljanja 
sekundarnih metabolita, uglavnom organskih kiselina (octena, glukonska, mliječna), koje 
nastaju kao rezultat potrošnje izvora ugljika ili dušika. Zbog toga je u industrijskoj proizvodnji 
bakterijske celuloze izrazito važno održavanje pH podloge na vrijednosti na kojoj se postiže 
maksimalni prinos BNC, uz minimalnu mogućnost kontaminacije. 
Pad pH vrijednosti započinje fermentacijom i sintezom organskih kiselina (Mikkelsen i sur., 
2009). No, nastajanje organskih kiselina nije jedini razlog smanjenja pH vrijednosti 
kombucha napitaka. Postoji pH gradijent između kombuche i fermentacijske podloge. 
Kombucha je prirodno kisela jer se tijekom inokulacije dodaje i dio „majčinskog“ čaja u 
kojem je uzgojena, te se njenom inokulacijom odmah smanjuje pH vrijednost hranjive 
podloge, najčešće s početne vrijednosti na 3 tijekom 14 dana fermentacije (Chen i Liu, 2000; 
Sreeramulu i sur., 2000). 
.  
 
4.2. Promjena koncentracija organskih kiselina i etanola 
 
Octena kiselina jedna je od glavnih metabolita tijekom fermentacije kombuche. Kinetika 
nastajanja octene kiseline tijekom fermentacije kokosove vode prikazana je na Slici 7. 
Vidljivo je gotovo linearno povećanje koncentracije tijekom 14 dana fermentacije pri svim 
dodanim koncentracijama saharoze. Najveća koncentracija na kraju procesa određena je u 
uzorku sa 120 g/L šećera (15,36 g/L), a najniža kod 100 g/l (5,76 g/L), dok su u ostalim 
koncentracijama određena relativno podjednaka koncentracija octene kiseline (od 10,32 do 
12,48 g/L). 
 Dobiveni rezulati razlikuju se od rezultata koje je objavio Blanc (1996), koji je u podlozi sa 
70 g/L saharoze izmjerio nisku koncentraciju octene kiseline, u podlozi sa 100 g/L visoku 
koncentraciju, a najvišu koncentraciju u podlozi s 50 g/L dodane saharoze. No, općenito 
gledano, iako i u rezultatima dobivenim u ovom radu i u istraživanju koje je proveo Blanc 
(1996) nema izričite regularnosti, apsolutne vrijednosti nastale octene kiseline u obadva 
istraživanja su bile podjednake, između 4 i 16 g/L. 
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Slika 7. Promjena koncentracije octene kiseline tijekom 14 dana uzgoja kombuche u 
kokosovoj vodi 
 
Ovisno o tome želi li se proizvoditi fermentirani kombucha napitak ili BNC, učinak početne 
koncentracije izvora ugljika u podlozi je izrazito važan jer nastajanje glukonske kiseline kao 
sporednog proizvoda rezultira snižavanjem pH hranjive podloge, a samim tim smanjenjem 
brzine i produktivnost sinteze BNC (Masaoka i sur., 1993). Prema istraživanju koje je proveo 
Roussin (30), uz octenu kiselinu koja je dominantna u kombucha napitcima, u relativno 
visokim koncentracijama je određena i glukonska kiselina. Autor je upozorio da često 
navođena prisutnost glukuronske kiseline u različitim uzorcima kombuche može zavarati jer 
obje kiseline imaju isto retencijsko vrijeme ako se određuju mjerenjem na HPLC-u. Zaključio 
je da glukuronska kiselina nije tipična za kombucha napitke, već je to glukonska kiselina. 
Rezultati prikazani na Slici 8 ukazuju da je koncentracija glukonske kiseline bila 10 puta niža 
od koncentracije octene kiseline, no može se uočiti karakteristični linearni rast i kod jedne i 
druge kiseline tijekom 14 dana fermentacije kokosove vode. Ponovno je najveća 
koncentracija određena kod uzorka s dodanih 120 g/L saharoze (1,26 g/L), nešto niža pri 60 
g/L (1,024 g/L), najniža pri 100 g/L (0,85 g/L), a u uzorcima sa 40 i 80 g/L izmjerene su vrlo 
slične koncentracije glukonske kiseline (0,89 i 0,87 g/L). 
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Slika 8. Promjena koncentracije glukonske kiseline tijekom 14 dana uzgoja kombuche u 
kokosovoj vodi 
 
Uzorci nacijepljeni kombuchom uzgojeni su u statičkoj kulturi, pri čemu nije bio određivan 
mikrobiološki sastav uzoraka. Upravo zbog ovog razloga određeno odstupanje između 
dobivenih rezultata u ovom radu i objavljenih u literaturi može biti posljedica različitosti 
mikroflore koja je dio ekološkog izvorišta nacijepljenih kultura.  
Nastajanje mliječne kiseline rezultat je metabolizma bakterija mliječne kiseline i vrlo je 
značajna zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme i vrste koje 
izazivaju kvarenje namirnica (Magalhaes i sur., 2010). Povećanje koncentracije mliječne 
kiseline tijekom 14 dana fermentacije prikazano je na Slici 9. Kao što se može primijetiti na 
grafičkom prikazu, ponovno je najmanja koncentracija određena u uzorku sa 100 g/L dodane 
saharoze (0,024 g/L), a najveća kod 120 g/l (0,063 g/L). Pri koncentraciji šećera od 60 g/L 
izmjereno je 0,047 g/L mliječne kiseline, a s 40 g/L i 80 g/L saharoze su imale istu 
koncentraciju ( 0,041 g/L). 
Ovako niske koncentracije mliječne kiseline mogu se objasniti time što kokosova voda ne 
sadrži biotin kao faktor rasta i amino dušik koji su nužni za intenzivniji metabolizam 
kombuche koji bi rezultirao većim udjelom mliječne kiseline u napitku. Nadalje, bakterije 
mliječne kiseline su mikroarefili, a uzgoj kombuche se odvija u aerobnim uvjetima zbog 
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striktno aerobnih bakterija octene kiseline i fakultativno anaerobnih kvasaca (Malbaša i sur., 
2008).  
 
 
Slika 9. Promjena koncentracije mliječne kiseline tijekom 14 dana uzgoja kombuche u 
kokosovoj vodi 
 
Kombucha je kompleksni napitak koji je istovremeno i zdrav i osvježavajući, te gotovo ima 
status „kultnog“ ili „izlječujućeg“. Na tržištu se može naći kao bezalkoholno piće, čija 
koncentracija etanola mora biti niža od 0,5 % vol/vol.  
Prema istraživanjima koje su proveli Chen i Liu (2000), koncentracija etanola se povećava u 
prvom dijelu fermentacije kombuche i postiže svoju maksimalnu vrijednost, te se nakon toga 
smanjuje. Do istog zaključka došao je i Reiss (1994), koji je zaključio da se nastajanje 
etanola povećava do maksimuma u šestom danu fermentacije, a nakon toga se smanjuje.  
U ovom je radu izmjereno linearno povećanje koncentracije etanola do četvrtog dana 
fermentacije kombuche u kokosovoj vodi i to kod svih koncentracija šećera (Slika 10). 
Najveće koncentracije su izmjerene kod 120 g/L (0,465 g/L) i 100 g/L saharoze (0,301 g/L), 
dok su pri drugim koncentracijama šećera izmjerene puno manje koncentracije etanola (od 
0,029 do 0,087 g/L). Rezultati smanjenja koncentracije etanola ukazuju na biooksidaciju do 
octene kiseline jer je u četvrtom danu njena koncentracija naglo počela rasti (Slika 7). 
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Slika 10. Promjena koncentracije etanola tijekom 14 dana kombuche u kokosovoj vodi 
 
 
4. 3. Sinteza bakterijske celuloze 
 
Jedna od prvih i vidljivih proizvoda biotransformacije zaslađenog napitka tijekom 
fermentacije je celulozna opna (pelikula) koja se u tankom sloju oblikuje na površini tekućine 
(Slika 11). Celuloznu pelikulu na površini održava CO2 koji nastaje kao posljedica 
fermentativne aktivnosti kvasaca (Sievers i sur., 1995). Na površini celulozne pelikule nalazi 
se veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za rast i razmnožavanje 
nužan atmosferski kisik, dok su s donje strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativno 
anaerobnim mikroorganizmima (Malbaša i sur., 2008). Prinos biomase tijekom fermentacije 
je usko povezan s koncentracijom izvora ugljika (Slika 12, Tablica 3). Prema dobivenim 
rezultatima, dodatkom 80 g/L saharoze u kokosovu vodu postignut je najbolji prinos vlažne 
BNC biomase (38,23 %) nakon 14 dana fermentacije. Na Slici 13 prikazana je kinetika 
nastajanja bakterijske celuloze iz koje je vidljivo linearno povećanje mase celuloze tijekom 12 
dana uzgoja. 
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Slika 11. Sintetizirana celulozna pelikula kombuche u kokosovoj vodi nakon 24 sata 
fermentacije 
 
Tablica 3. Prinos BNC nakon 14 dana fermentacije kombuche u kokosovoj vodi 
 
Koncentracija 
saharoze (g/L) 
 inokuluma (g/L)  BNC (g/L) Prinos (%) 
40 16,14 27,02 27,21 
60 24,28 35,82 19,23 
80 32,07 62,65 38,23 
100 40,47 49,64 9,17 
120 48,02 78,68 25,55 
 
 
 
Slika 12. Sintetizirana celulozna pelikula kombuche u kokosovoj vodi nakon 14 dana 
fermentacije 
24 
 
 
 
 
Slika 13. Kinetika sinteze BNC tijekom fermentacije kokosove vode  
 
 
4.4. Kinetika otpuštanja vode (WRR) 
 
Sposobnost otpuštanja vode izrazito je važno svojstvo BNC za biomedicinsku primjenu kao 
pokrovnog materijala na ranama. Na Slici 14 je prikazana kinetika otpuštanja vode iz uzoraka 
sintetiziranih u kokosovoj vodi tijekom 5 dana pokusa. Iz slike je vidljivo da je izmjereni 
specifični udjel vode u početku bio najveći u uzorku s 120 g/L saharoze, slijedio je 80 g/L 
saharoze, u uzorku sa 100 g/L saharoze izmjerena je srednja vrijednost, a najmanja 
vrijednost je izmjerena u uzorcima sa 40 i 60 g/L saharoze. Apsorbirana voda je za 6 dana iz 
uzoraka sa 40, 60 i 80 g/L najvećim dijelom evaporirala i preostalo je 20 %, dok je u uzorku 
BNC iz podloge sa 100 g/L ostalo 30 %, a sa 120 g/L 40 % vode vezane u matriksu pelikule. 
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Slika 14. Kinetika otpuštanja vode (5 dana) iz BNC sintetizirane nakon 14 dana uzgoja u 
kokosovoj vodi 
 
Izlazak molekula vode iz matriksa pelikule BNC ovisi o rasporedu mikrovlakana (Shezad i 
sur., 2010). Gusto pakirana mikrovlakna vežu molekule vode puno učinkovitije zbog jačih 
interakcija među vodikovim vezama u strukturi nanoceluloznog matriksa (Shah i sur., 2010). 
Prema literaturnim podacima, brzina otpuštanja vode (WRR) je jako ovisna o strukturnim 
značajkama bakterijske nanoceluloze, posebice o veličini i ukupnom volumenu pora. Uzorci s 
manjim promjerima pora mogu zadržati vodu u matriksu pelikule duže vrijeme, ali veći 
promjer pora znači da će uzorak akumulirati više vode i time povećati kapacitet zadržavanja 
vode (Ul-Islam i sur., 2012). 
 
4.5. Antimikrobna aktivnost 
 
Mnoga dosadašnja istraživanja antimikrobne aktivnosti kombucha napitaka pokazala su 
djelovanje na široki spektar patogenih bakterija, no djelovanje na kvasce i plijesni je vrlo 
rijetko istraživano (Greenwalt i sur., 1998; Sreeramulu i sur., 2000). Rezultati tih istraživanja 
pokazali su da kombucha vrlo djelotvorno inhibira rast bakterijskih vrsta, dok prema 
kvascima i plijesnima uglavnom nije imala inhibicijsko djelovanje, vjerojatno zato što su 
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kvasci i plijesni acidofilni mikroorganizmi, a time i otporniji na organske kiseline koje nastaju 
tijekom fermentacije, posebice na octenu kiselinu koja nastaje u najvećoj koncentraciji 
(Battikh i sur., 2012).  
U ovom su radu, zbog određivanja antimikrobne aktivnosti kombuche uzgajane u kokosovoj 
vodi s različitim koncentracijama dodane saharoze, uzorci testirani na hranjivim podlogama 
nacijepljenim s bakterijama E. coli, B. subtilis, S. aureus i S. typhimurium, te kvascem C. 
albicans. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 4 i Slici 15. Može se uočiti da je dvostruko 
veća antimikrobna aktivnost postignuta prema bakterijama, pri svim koncentracijama 
saharoze dodane u kokosovu vodu, nego prema C. albicans. Najveće zone inhibicije, i kod 
bakterija i kod kvasca, postignute su pri koncentraciji 40 g/L, tek malo manje pri 120 g/L, 
dok pri 100 g/L i 120 g/L nisu postignute zone inhibicije prema kvascu C. albicans. 
Fermentirana kokosova voda s dodatkom 40 g/L saharoze pokazala se izrazito djelotvornom 
za inhibiciju rasta svih vrsta ispitivanih mikroorganizama.  
 
 
Tablica 4. Antimikrobna aktivnost fermentirane kokosove vode pomoću kombuche uz 
dodatak različitih koncentracija saharoze 
 
Koncentracija 
saharoze (g/L) 
E. coli B. subtilis S. aureus S. typhimurium C. albicans 
                      Zone inhibicije (mm) 
40 33 20 - 23 14 
60 28 24 - 23 13 
80 28 22 - 22 11 
100 25 16 - 15 - 
120 32 24 - 24 - 
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E. coli B. subtilis 
 
 
  
S. aureus S. typhimurium 
 
C. albicans 
 
Slika 15. Zone inhibicije ispitivanih mikroorganizama (razrjeđenje 10-2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. ZAKLJUČCI 
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Prema dobivenim rezultatima može se zaključiti: 
 
1. Kombucha je nutritivno vrijedni napitak dobiven fermentacijom saharozom zaslađene 
kokosove vode pomoću združene kulture bakterija octene kiseline i osmofilnih kvasaca. 
 
2. Istraživane su fermentacije kokosove vode (14 dana) s komercijalnom kulturom kombuche 
pri 24 oC, uz dodatak 40; 60; 80; 100 i 120 g/L saharoze. 
 
3. U svim je uzorcima tijekom fermentacije smanjenje pH vrijednosti i koncentracije etanola 
bilo u korelaciji s povećanjem koncentracija octene, glukonske i mliječne kiseline. 
 
4. Najveći prinos celulozne biomase nakon 14 dana fermentacije izmjeren je u kokosovoj 
vodi s 80 g/L saharoze (38,23 %), a najmanji sa 100 g/L saharoze (9,17 %), dok su prinosi u 
uzorcima sa 40 g/L (27,21 %), 120 g/L (25,55 %) i 60 g/L (19,25 %) bili približno isti. 
 
5. Svi uzorci bakterijske nanoceluloze su pokazali izvrsnu sposobnost otpuštanja vode, što ih 
čini biomedicinski prihvatljivim proizvodom. 
 
6. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija E. coli, B. 
subtilis, S. aureus, S. typhimurium i kvasca C. albicans. Osim prema S. aureus, svi uzorci su 
pokazali dobru antimikrobnu aktivnost prema bakterijskim kulturama i djelomičnu prema 
kvascu C. albicans. 
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